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La pr6sente invention concerne la maTtrise de la cinetique 
d'acidification du lait lors de la fabrication de fromages ou de laits fermentes 
tels que des yaourts, par la mise en oeuvre de bacteries Streptococcus 
thermophilus au moins partiellement, de preference totalement, incapables 
5 d'hydrolyser I'uree. 

Streptococcus thermophilus est une bacterie lactique thermophiie 
utilisee comme ferment lactique dans rindustrie laitiere. Employee tout d'abord 
pour la fabrication de laits fermentes tels que le yaourt, elle est maintenant de 

10 plus en plus mise en oeuvre dans la production de fromages. 

Cette bacterie transforme le lactose en acide lactique, et presente 
par la une activite acidifiante. Dans le cas des fromages notamment, cette 
acidification non seulement favorise Taction de la presure et la synerese du 
caille mais encore inhibe la croissance de nombreuses bacteries indesirables, 

15 dont certaines sont des bacteries pathog&nes, et permet meme plus ou moins 
rapidement leur elimination. 

L'activite acidifiante de cette bacterie est cependant doubtee 
d'une activite d'hydrolyse de Puree, activite qui affecte la cinetique 
d'acidification. Tinson et al (1982a) ont montre que la reaction d'hydrolyse de 

20 I'uree, donnant du dioxyde de carbone et de I'ammoniaque, induisait une 
diminution temporaire de la vitesse d'acidification, mesuree par une sonde de 
pH. Les auteurs de cet article en concluent qu'on ne peut pas utiliser les 
changements de pH pour mesurer la production d'acide lactique dans des 
cultures de S. thermophilus, car les resultats qu'on obtiendrait seraient errones 

25 en raison de la production d'ammoniaque. Par ailleurs Spinnler et Corrieu en 
1989 ont observe que I'ajout d'uree conduisait a une baisse de la vitesse 
d'acidification. 

A Techelle industrielle, Thydrolyse de Turee par Streptococcus 
thermophilus pose un certain nombre de probtemes. 
30 En effet, dans les fabrications fromag6res par exemple, les 

operations technologiques (decoupage du caille, brassage etc.) doivent avoir 
lieu a des valeurs de pH donnees, mais en pratique, ces operations sont 
generalement realisees a des temps determines. De ce fait, les variations 
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d'activite acidifiante dues a Phydrolyse de Puree entrament des defauts et des 
variabiles importantes dans les fromages (texture, taux d'humidite, affinage). 
Martin et al (1997) ont ainsi observe que les variations des teneurs en uree, 
provoquaient des modifications dans les cinetiques d'acidification et dans la 
5 texture des fromages de type reblochon, confirmant les resultats obtenus par 
Spinnler et Corrieu (1989). 

En outre, la production d'ammoniaque augmente le temps 
necessaire pour atteindre un pH donne. Ceci se traduit par une immobilisation 
plus importante du materiel ainsi que par une augmentation du risque de 
10 contamination par des micro-organismes indesirables. 

Par ailleurs, il est souhaitable que le lactos6rum de fromagerie ne 
contienne pas une quantite excessive d'ammoniaque, car ce lactoserum est 
souvent utilise en alimentation animale. 



15 Ce phenomene est difficilement maTtrisable, notamment parce 

que la teneur du lait en ur6e est variable (generalement de 2 a 8 mM) et qu'elle 
depend en particulier de Palirnentation du betail. Pour pallier ce probldme, 
Martin et al (1997) ont propose de mesurer les teneurs en uree du lait et 
d'adapter ensuite les parametres de fabrication. Cependant la mise en ceuvre 

20 d'un tel systeme de dosage de Puree serait tres contraignante, et ne resoudrait 
de toute fagon pas les inconvenients dus a un ralentissement de la vitesse 
d'acidification en presence d'ur6e (duree d'immobilisation plus importante du 
materiel, augmentation des risques de contamination etc.) et a une teneur 
elevee du lactos6rum en ammoniaque. 

25 

Les auteurs de la presente invention ont mis en Evidence que 
I'utilisation de souches Streptococcus thermophilus n'hydrolysant pas, ou pas 
totalement, Puree, comme ferments lactiques dans la production de produits 
laitiers, permettait de resoudre les problemes precit6s. Ces souches sont 
30 designees "souches ur(-)", dans la suite de cette demande. 

Jusqu'a present, les seules souches Streptococcus thermophilus 
ur(-) decrites sont la souche CNRZ 407 (Juilliard et al, 1988) et la souche 
mutante isolee par Tinson et al (1982b). Cependant, les informations connues 
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relatives a ces deux souches ne permettent pas de se rendre compte de 
I'interet technologique des souches ur(-). 

La presente invention a done pour objet ('utilisation d'au rrioins 
5 une souche Streptococcus thermophilus au moins partiellement, de preference 
totalement, incapable d'hydrolyser Puree, lors de la fabrication de fromages ou 
de produits laitiers fermentes tels que des yaourts, pour obtenir une cinetique 
d'acidification substantiellement independante de la teneur du lait en ses 
composants. 

10 Dans le cadre de la presente invention, on entend par "la 

cinetique d'acidification" la variation du pH du milieu de fermentation en 
fonction du temps. 

Par « teneur du lait en ses composants», on entend en particulier 
les teneurs en uree des laits, qui different d'un lait a I'autre, selon I'origine de 

15 I'animal ou son alimentation. On entend egalement les teneurs en d'autres 
composants du lait qui sont impliques dans le metabolisme de I'uree. Parmi ces 
composants, on peut citer par exemple le nickel ou le cobalt. Ces composants 
peuvent etre presents naturellement dans la matiere premiere utilisee (le lait) 
ou avoir ete ajoutes. 

20 

La presente invention a egalement pour objet un procede pour 
obtenir, lors de la fabrication de fromages ou de produits laitiers fermentes tels 
que des yaourts, une cinetique d'acidification substantiellement independante 
de la teneur du lait en ses composants, dans lequel on incorpore au lait au 
25 moins une souche Streptococcus thermophilus, au moins partiellement, de 
preference totalement, incapable d'hydrolyser I'uree. 

Les souches Streptococcus thermophilus ur(-) mises en ceuvre 
conformement a la presente invention peuvent etre obtenues par un traitement 
30 mutagene ou par mutation spontanee, ou encore §tre isol6es dans la nature. 

Les souches 298-K et 298-10, qui sont respectivement un mutant 
spontane et un mutant obtenu apres traitement mutagene, ont ete deposees a 
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la CNCM le 14 septembre 1999 sous les numeros 1-2311 et 1-2312, 
respectivement. 

Toute souche ur(-) criblee selon le protocole de Tinson et al 
(1982b), ou de preference selon le protocole decrit dans I'exemple I, peut 
5 egalement etre utilisee. 

Les souches Streptococcus thermophilus ur(-) peuvent etre 
utilisees seules ou en melange avec d'autres microorganismes tels que des 
lactocoques, des lactobacilles, ou tout autre microorganisme utilisable dans 
Tindustrie laitiere. 

10 

Les auteurs de la pr^sente invention ont montre que Pinteret des 
souches Streptococcus thermophilus ur(-) est multiple. En effet, ils ont mis en 
evidence que les mutants ur(-) permettent non seulement de maTtriser les 
variations des cinetiques d'acidification, mais qu'ils sont en outre stables et 
15 presentent une bonne croissance dans le lait. 

Par ailleurs, les souches ur(-) permettent d'obtenir des cinetiques 
d'acidification du lait regulieres, qui ne presentent pas de ralentissement 
temporaire, contrairement aux cinetiques observees avec les souches ur(+). 

Les souches ur(-) ne produisent pas d'ammoniaque lors de leur 
20 croissance dans du lait, ce qui est avantageux dans Poptique d'une utilisation 
du lactos6rum dans Palimentation animale. 

Le temps necessaire pour atteindre un pH donne avec des 
souches ur(-) est en outre generalement plus court que pour les souches ur(+). 
Ainsi, cette propriety permet d'ensemencer le lait avec une souche mutante 
25 ur(-) a un taux inferieur au taux generalement utilise pour la souche ur(+) 
parentale. Ce taux peut etre inferieur d'environ 25 %, voire d'environ 50 % par 
rapport au taux qui serait utilise pour la souche parentale. 

La presente invention a done pour objet un procede selon 
Pinvention, dans lequel on incorpore au lait au moins une souche 
30 Streptococcus thermophilus mutante au moins partiellement, de preference 
totalement incapable d'hydrolyser Turee, a un taux d'ensemencement inferieur 
au taux d'ensemencement utilise pour la souche Streptococcus thermophilus 
parentale capable d'hydrolyser Puree. 
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Les figures et exemples ci-apres illustrent I'invention sans en 
limiter la portee. 

5 LEGENDE PES FIGURES : 

La figure 1 represente des courbes d'acidification de lait ecreme 
reconstitue, obtenues avec la souche RD298 ur(+) ainsi qu'avec les mutants 
ur(-) spontanes (figure 1A) ou obtenus apres un traitement au NTG (figure 1B). 
10 La figure 2 represente les courbes d'acidification de lait ecreme 

reconstitue, obtenues avec la souche ST888 ainsi qu'avec les mutants ur(-) 
spontanes (figure 2A) ou obtenus apres un traitement au NTG (figure 2B). 

La figure 3 represente les courbes d'acidification de lait ecreme 
UHT obtenues avec la souche RD298 ainsi qu'avec les mutants ur(-) 
15 spontanes (figure 3A) ou obtenus aprdsun traitement au NTG (figure 3B). 

La figure 4 represente des courbes d'acidification de lait ecrem6 
UHT, obtenues avec la souche ST888 ainsi qu'avec les mutants ur(-) 
spontanes (figure 4A) ou obtenus apres un traitement au NTG (figure 4B). 

La figure 5 represente les courbes d'acidification obtenues avec 
20 la souche RD298 (figure 5A) et les mutants ur(-) RD 298-K (figure 5B) et 
RD298-10 (figure 5C), sur du lait Screme UHT supplements avec differentes 
quantites d'uree. 

La figure 6 represente les courbes d'acidification obtenues avec 
la souche RD298 (figure 6A) et les mutants ur(-) RD 298-K (figure 6B) et 
25 RD298-10 (figure 6C), sur du lait 6creme UHT supplements ou non avec du 
nickel (10 pg/l de NiS0 4 .7 H 2 Q). 
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EXEMPLES : 

Exemple 1 : 

5 Methode de criblage des bacteries ur(-) sur boTte de Petri 

Un milieu gelose dont la composition est indiquee dans le tableau 
1 est prepare et coule dans des boTtes de Petri d'un diametre egal a 9 cm. 

10 Tableau 1 : Composition du milieu de criblage. 



Tryptone 3 2,5 g 

Peptone pepsique de viande 3 2,5 g 

Peptone papaTnique de soja a 5 g 

15 Extrait autolytique de levure b 2,5 g 

Extrait de viande 3 5 g 

Sucre (glucose, lactose ou saccharose) 5 g 

Glycerophosphate de sodium.6H20 1 9 g 

Sulfate de magnesium 0,25 g 

20 Acide ascorbique 0,5 g 

Agar 15 g 

Eau distillee 1 I 



a : Society Biokar 
25 b : Societe Fischer Scientific 

Le cas echeant, on peut ajouter a ce milieu un cofacteur de 
Turease. Ajuster le pH a 7,0 et autoclaver pendant 15 minutes a 1 15°C. 

Les cellules de St thermophilus a analyser sont ensemencees 
30 sur ce milieu de maniere ^ obtenir environ 100 colonies par boTte de Petri. Les 
cultures ont lieu en anaerobiose a une temperature de 35-45°C, de pr6ference 
37-42°C. 



Apres deux jours de culture, on verse sur chaque boTte de petri 
environ 20 ml d'une solution gelosee preparee de la fagon suivante : dissoudre 
par chauffage 15 g d'agar dans 1 litre d'une solution de tampon phosphate de 
potassium a 50 mM (pH 6) supplementee avec 100 mg/l de bleu de 
bromothymol, refroidir la solution a 50°C, ajouter 10 g d'uree et acidifier le 
milieu avec de I'acide chlorhydrique jusqu'a I'obtention d'une couleur jaune- 
orange. 

Apres solidification de la gelose, les boTtes de Petri sont incubees 
1 h a 37°C. Les clones ur(+) forment des halos de couleur bleue en raison de 
la production d'ammoniaque, alors que les clones ur(-) forment des colonies 
jaunes. Lorsque les mutants ur(-) sont recherches, les clones ne formant pas 
de halo bleu sont recuperes et testes a nouveau sur le meme milieu de criblage 
afin de confirmer le caractere ur(-). II convient egalement de verifier que ces 
mutants ne consomment pas Puree (ou ne le consomment qu'en partie) 
lorsqu'ils sont cultives dans du lait. 

Exemple 2 : 

Selection de mutants du metabolisme de Puree 

Des mutants ne consommant pas I'uree, ou le consommant 
faiblement, ont ete recherches a partir des souches de St thermophilus RD298 
et ST888. Deux approches ont ete utilisees. Dans la premiere approche, les 
mutants ont ete recherches apres un traitement avec un agent mutagene, alors 
que dans la seconde approche, des mutants spontanes ont §te recherches. 

a) Selection a Taide d'un aaent mutaa6ne 
Le traitement mutagene est realise comme decrit ci-dessous. 
Les souches sont cultivees a 42°C dans 5 ml de bouillon M17 
(Terzaghi et Sandine, 1975). La culture est arretee en fin de phase 
exponentielle, et les cellules sont recuperees par centrifugation puis lavees 
avec du tampon phosphate 100 mM (pH 7). Les cellules sont ensuite 
recuperees dans 1 ml de tampon contenant une teneur variable en N-methyl- 
N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) et incubees pendant 1 heure a 42°C. Les 
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cellules sont ensuite lavees deux fois avec 5 ml de tampon et ensemencees 
sur le milieu de criblage de maniere a obtenir environ 100 colonies par boTte de 
Petri. Le criblage est realise comme decrit precedemment (exemple 1). Le 
tableau 2 decrit les resultats obtenus lors de 3 mutageneses. 

5 

Tableau 2 : Selection de mutants ur (-) apres un traitement avec un agent 
mutagene (NTG). 



Souche de 
St. thermo- 
philus 


Concentration 
en NTG 
utilisee 
(ug/ml) 


Viabilite (% 
des cellules 
ayant survecu 
auNTG) 


Nbre de 

colonies 

criblees 


Nbre de 
clones ur(") 
obtenus 


proportion 
des clones 
urQ (%) 


ST888 


20 


10 


980 


11 


1,1 


ST888 


5 


48 


1000 


5 


0,5 


RD298 


50 


16 


3200 


15 


0,5 



10 

b) Selection de mutants spontanes 

Dans une population de microorganismes, il existe souvent des 
mutants spontanes pour un gene ou un caractere donne. Ce type de mutant 
est tres interessant, car le fait qu'aucun agent mutagene n'ait ete utilise 

15 supprime le risque deduction de mutations non recherchees (autres que pour 
le caractere etudie), qui pourraient alterer les aptitudes technologiques des 
souches. Cependant, la frequence de mutants spontanes au sein d'une 
population pour un caractere donne est generalement tres faible, de Pordre de 
1 sur 1 million (variable en fonction des souches et des caracteres). De ce fait, 

20 la selection de mutants spontanes necessite g§n6ralement, soit la mise au 
point d'une methode permettant de cribler un nombre tres eleve de clones, soit 
de definir une procedure d'enrichissement des mutants. Aucune procedure 
d'enrichissement de mutants ur(-) n'a ete a priori decrite. De plus, 6tant donne 
que la procedure de criblage sur boite de P6tri ne permet pas d'analyser plus 

25 de 100 colonies de St thermophilus par boTte, on pouvait s'attendre 3 ce que la 
selection de mutants spontanes soit irrealisable, puisqu'il aurait fallu cribler 
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plusieurs milliers, voire dizaines de milliers, de boTtes de p6tri, pour avoir des 
chances d'isoler un mutant spontane. Or, les auteurs de la presente invention 
se sont apergus que dans les cultures de St. thermophilus, la proportion de 
mutants ur(") spontanes 6tait elevee (environ 1 sur 2500 pour ST888 et 1 sur 
5 1200 pour RD298), et qu'il est done possible d'isoler facilement ce type de 
mutant (tableau 3). 

Tableau 3 : Selection de mutants ur(-) spontan6s. Le protocole 
utilise est le meme que celui decrit dans le paragraphe a) "selection a I'aide 
10 d'un agent mutagene", sauf que I'agent mutagdne est omis. 



Souche de St. 
thermophilus 


Nbre de colonies 
criblees 


Nbre de clones ur(-) 
obtenus 


proportion des clones 
ux(-) (%) 


ST888 


16000 


6 


0,04 


RD298 


7400 


6 


0,08 



23 des 43 mutants obtenus ont ete etudies. Les resultats 
concernant la stabilite, la caracterisation enzymatique, ainsi que le 
15 comportement acidifiant de ces mutants sont decrits ci-dessous. 

Exemple 3 : 

Proprietes des mutants ur(-) 

20 

a) Stabilite des mutants 

Pour pouvoir §tre utilisables dans un contexte industriel, les 
mutants ur(-) doivent etre stables. Or il n'existalt aucune donnee quant a la 
stabilite de mutants ur(-) de St. thermophilus. Les auteurs de la presente 
25 invention ont etudie la stabilite de 23 mutants issus des souches ST888 et 
RD298. Les souches ont ete repiquees quotidiennement dans 10 ml de 
bouillon M17, et cela pendant 20 jours. Les cultures etaient inoculees a 1 A et 
incubees a 42°C. L'ensemble des 20 repiquages represente environ 130 
generations. Apres le 20 6me repiquage, les souches ont ete ensemencees dans 
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du lait et Ton a determine si elles consommaient ou non Puree (cultures de 15 h 
a 42°C). Les resultats sont presentes dans le tableau 4. On constate que les 
mutants ur(-), qu'ils soient obtenus par un traitement mutagene ou qu'il s'agisse 
de mutants spontanes, sont tres stables. En effet, une seule reversion a ete 
5 detectee pour les 23 mutants testes. 

Tableau 4 : Etude de la stabilite des mutants ur(-). La 
consommation d'uree a ete testee lors de cultures sur du lait, apres 20 
10 repiquages successifs dans du bouillon M17. 



Souche de St. 
thermophilics 


Mutation 


Nbre de mutants ur(-) 
testes 


Nbre de mutants consom- 
mant l'uree apres 20 repi- 
quages 


ST888 


NTG 


6 


1 


ST888 


Spontanee 


6 


0 


RD298 


NTG 


5 


0 


RD298 


Spontanee 


6 


0 


Total 


/ 


23 


1 



b) Caracterisation enzvmatiaue des mutants 

15 Les souches etudiees ont ete cultivees pendant 24 h, en 

anaerobiose et a 37 °C, dans un bouillon liquide dont la composition est 
indiquee dans le tableau 5. Les cellules ont et6 recuperees par centrifugation, 
lavees dans du tampon (HEPES 50 mM - EDTA 1 mM, pH 7,5), puis 
r6cuperees dans un volume de tampon representant 2% du volume de la 

20 culture. L'activite ureasique a ensuite et6 mesuree sur des extraits acellulaires 
(traitement des cellules dans un broyeur ^ billes et recuperation du sumageant 
de centrifugation pendant 5 min a 20000 g). 
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Tableau 5 : Composition du bouillon utilise pour la preparation 

des extraits. 



Tryptone 3 10 g 

Extrait autolytique de levure 5 5 g 

Glycerophosphate de sodium, 6H 2 Q 1 9 g 

Acide ascorbique 500 mg 

Sulfate de magnesium 250 mg 

Sulfate de nickel.7H 2 0 10 mg 

Glucose 1 0 g 

Eau distillee 1 I 



a : Societe Biokar 

b : Societe Fischer Scientific 

Ajuster le pH a 7,0 et autoclaver pendant 15 minutes £ 1 15°C. 

Les mesures d'activite ureasique ont §te realisees a 37°C f dans 
du tampon HEPES 50 mM - EDTA 1 mM (pH 7,5). La reaction est declenchee 
par I'ajout de 25 mM d'uree, et Ton dose Tammoniaque produit en 20 minutes, 
en utilisant le reactif de Nessler. Les resultats sont exprimes en unites (U) 
d'activite urease (une unite correspond a une micromole d'ammoniaque 
produite par minute) par milligramme de proteine. 

Le tableau 6 presente les valeurs d'activite obtenues. Les 
mutants ur(-) ne presentaient pas d'activite ureasique detectable, a I'exception 
des mutants 298-3.17 et 888-1.5. Ces derniers correspondent a des mutants 
ayant un phenotype ur(+) en presence de nickel et ur(-) en absence de ce 
compose. Or, le milieu de culture utilise pour la preparation des extraits 
acellulaires contenait du sulfate de nickel. Dans ces deux souches, la mutation 
porte probablement sur le systeme de transport du nickel ou sur le systeme 
permettant son incorporation dans le site actif de Turease. 

Ces souches de St. thermophilus pourraient egalement presenter 
un phenotype ur(-) du fait d'une incapacity a transporter Turee. De telles 
souches poss6deraient done toujours une actfvite ureasique mesurable dans 
des extraits acellulaires. 



12 



Tableau 6 : Mesure de Tactivite ureasique d'extraits acellulaires obtenus a 
partir des souches parentales ainsi que des mutants ur(-). 



Souche parentale 


Activite 


Souche parentale 


Activite 


Mutant 


urdasique (U/mg) 


Mutant 


ureasique (U/mg) 


RD298 


0,94 


ST888 


0,95 


298-10 


N.D. 


88 8- A 


N.D. 


298-K 


N.D. 


888-B 


N.D. 


298-1 


N.D. 


888-C 


N.D. 


298-J 


N.D. 


888-D 


N.D. 


298-L 


N.D. 


888-1 


N.D. 


298-M 


N.D. 


888-2 


N.D. 


298-N 


N.D. 


888-2,6 


N.D. 


298-3,9 


N.D. 


888-2,11 


N.D. 


298-3,3 


N.D. 


888-2,9 


N.D. 


298-3,16 


N.D. 


888-1,13 


N.D. 


298-3,17 


0,58 


888-1,8 


N.D. 






888-1,5 


0,42 



N.D. : Non Detecte 

5 

c) Comportement acidifiant des mutants 

Afin de dernontrer I'interet technologique des souches ur(-), les 
auteurs de I'invention ont compare leurs caracteristiques acidifiantes avec 
10 celles des souches parentales correspondantes. 

II a et6 observe les resultats suivants : 

- generalement, les mutants ur(-) acidifient le lait au moins autant 
que les souches parentales, ce qui les rend utilisables en fabrication laitiere. 

- contrairernent aux souches parentales, les mutants ur(-) ne 
15 presentent pas un ralentissement temporaire de la Vitesse d'acidification du a 

Thydrolyse de Turee, leurs courbes d'acidification sont done plus regulieres ; 
et surtout : 
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- Les cinetiques d'acidification du lait par les mutants ur(-) sont 
peu ou pas affectees par les teneurs en uree, en nickel et en cobalt. 

Le detail des resultats obtenus est presente ci-dessous. Les 
cultures ont ete ensemencees a 1% avec une preculture realisee sur du lait 
ecreme reconstitue sterilise, puis cultivees a 37°C. 

- Cultures dans du lait ecreme reconstitue : 

Le lait a ete reconstitue a 100 g/l et pasteurise pendant 10 
minutes a 90°C. 

Apr6s environ 2 heures de culture, on observe une rernontee du 
pH dans la culture de la souche RD298 (figure 1 ). Les 6 mutants spontanes 
presentent une courbe d'acidification plus reguliere, sans rernontee de pH ni 
ralentissement temporaire de la vitesse d'acidification. A certains moments de 
la culture, le decalage d'acidification par rapport a la souche parentale atteint 
pres de 4 heures. Ceci permet done d'atteindre plus rapidement une valeur de 
pH donnee. Uinteret de cette observation est majeure : si Ton veut atteindre un 
pH donne sans diminuer la duree d'incubation, on peut utiliser une souche ur(-) 
en diminuant la quantite d^nsemencement par rapport a la quantite utilis§e 
avec une souche ur(+). Certains des mutants obtenus apres un traitement au 
NTG ont un comportement similaire aux mutants spontanes, d'autres acidifient 
le milieu plus lentement (298-3.3) ou plus rapidement (298-10). 

A I'exception du mutant 888-1, les mutants spontanes ur(-) de 
ST888 presentent la meme courbe d'acidification. Comme pour RD298, on 
observe une acidification plus reguliere et plus rapide avec les mutants ( figure 

2) . 

- Cultures dans du lait ecrem& sterilise UHT (Lactel®) : 
Comme pour les cultures realisees dans du lait reconstitue, on 
observe un arret temporaire de la baisse du pH avec la souche RD298, ce 
ph6nomene etant absent dans les cultures des mutants ur(-) spontanes (figure 

3) . 
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Les mutants ur(-) isoles a partir de ST888, qu'ils soient spontanes 
ou obtenus par traitement au NTG, ont une courbe d'acidification plus reguliere 
que celle de la souche parentale ( figure 4 ). 

5 - Effet de variations de la composition du fait sur les courbes 

d'acidification : 

La souche RD298, ainsi que les mutants ur(-) 298-K et 298-10, 
ont ete cultives sur du lait ecreme sterilise UHT supplements ou non avec 

10 differentes quantites d'ur6e. La concentration initiate du lait en uree etait egale 
a 3 mM et les teneurs en uree des differentes cultures etaient comprises dans 
les zones de variation que Ton observe habituellement avec le lait de vache. 
On constate que, contrairement aux mutants ur(-), les courbes d'acidification 
obtenues avec la souche parentale sont tres dependantes de la teneur du lait 

15 en uree (figure 5 ). 

Les auteurs de la presente invention ont Sgalement observe que 
les courbes d'acidification obtenues avec la souche parentale sont 
dependantes de la teneur du lait un nickel et en cobalt, ce qui n'est pas le cas 
20 pour les mutants ur(-) (figure 6 ). 

- Production d'ammoniaque : 

Dans toutes les cultures decrites prec6demment, on a observe 
que les souches RD298 et ST888 produisaient de I'ammoniaque et 

25 hydrolysaient la totality de Puree contenue dans le lait. Aucune production 
d'ammoniaque n'a ete observee avec les mutants. Ceci indique que Turee est 
le principal substrat utilise par St thermophilus pour produire de Tammoniaque. 
Ainsi, Tutilisation de souches ur(-) permet d'eviter toute production 
d'ammoniaque due a St. thermophilus lors des fabrications fromageres. Par 

30 suite, les teneurs en ammoniaque des lactoserums de fromagerie peuvent etre 
limitees. 
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Exemple 4 : 

Fabrication de fromages de type "pate molle solubilisee" 
mettant en oeuvre soit la souche industrielle ur(+) RD298 soit la souche 
mutante ur(-) 298-10 (mutante de RD298) 

a) Generates. 

Sous le nom generique de fromage, se trouve un tres grand 
nombre de produits, ayant une technologie, une flore et des proprietes 
organoleptiques tres diverses. 

Sur le plan technologique, le fromage resulte dans un premier 
temps de la coagulation du lait obtenue par I'empresurage, qui sera suivie de 
I'egouttage du coagulum ainsi obtenu (operations m§caniques telles que le 
decoupage, le brassage et le retournement). 

Au cours de la fabrication, le developpement des ferments 
ajoutes va provoquer un~abaissement du pH du coagulum. La cinetique 
d'acidification (evolution du pH en fonction du temps) et la cinetique 
d'egouttage conditionnent la composition finale du caille et done les 
caracteristiques intrinseques des fromages. C'est pourquoi, pour une 
technologie donn§e, la maTtrise des cinetiques d'acidification et d'egouttage est 
essentielle. 

b) Soecificites de la technologie "pate molle solubilisee" mise en 

oeuvre. 

La fabrication des fromages de type "pate molle solubilisee" 
correspond a la mise en oeuvre d'une technologie 3 dominance enzymatique 
(role important de la presure) avec des profils de temperature de fabrication 
specifiques, tel que celui decrit dans le tableau 7. 

La conduite de Pegouttage se caract§rise par : 
- Une acidification importante en d6but de proced6 qui 
conditionne le niveau d'6gouttage. L'acidification est assuree par 
Streptococcus thermophilus ; les pH cibles a atteindre aux differents stades de 
fabrication sont resumes dans le tableau 7. 
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- Une evacuation rapide du serum accentuee par des operations 
mecaniques (decoupage, brassage et moulage du coagulum). 

- Des operations facilitant I'evacuation du lactoserum 
(retournement). 

5 

Suivi des fabrications fromaaeres 
Le tableau 7 resume les differentes etapes technologiques des 
fabrications realisees et rapporte les temps technologiques qui ont ete 
necessaires dans chaque essai pour atteindre les pH cibles de chacune de ces 
10 etapes. 

Deux laits distincts ont ete mis en ceuvre contenant pour I'un 
moins de 1mM d'uree et pour I'autre 5 mM d'uree. Les ferments utilises etaient 
constitues soit de la souche industrielle RD298 connue pour sa capacite a 
hydrolyser I'uree ur(+) soit de la souche 298-10, un mutant spontane de cette 

15 souche depourvu de cette capacite d'hydrolyse de I'uree ur(-). 

Les suivis d'acidification du lait contenant une quantite tres faible 
d'uree (moins de 1mM) montrent que les deux souches mises en ceuvre 
permettent d'atteindre les pH cibles de chaque etape dans des temps 
approximativement identiques. De la meme facon, ces objectifs sont atteints 

20 avec la souche 298-10 ur(-) lorsque le lait de fabrication contient des quantites 
significatives d'uree (5 mM). Au contraire, pour respecter les pH cibles de 
fabrication avec la souche RD298 dans le lait contenant 5 mM d'uree, les 
temps technologiques ont du etre considerablement allonges. 

Cette etude demontre done I'avantage technologique certain du 

25 mutant 298-10 ur(-) par rapport a la souche mere industrielle RD298 ur(+). 
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REVENDICATIONS 

1 . Utilisation d'au moins une souche Streptococcus thermophilus 
5 au moins partiellement, de preference totalement, incapable d'hydrolyser Puree, 
lors de la fabrication de fromages ou de produits laitiers fermentes tels que des 
yaourts, pour obtenir une cinetique d'acidification substantiellement 
independante de la teneur du lait en ses composants. 

10 2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la cinetique 

d'acidification est substantiellement independante de la teneur en uree du lait. 

3. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la cinetique 
d'acidification du lait est substantiellement independante de la teneur en nickel 

15 ou en cobalt du lait. 

4. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, dans 
laquelle la cinetique d'acidification du lait ne presente pas de ralentissement 
temporaire. 

20 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, dans lequel la souche Streptococcus thermophilus est la souche 
298-K deposee a la CNCM sous le numero 1-231 1 . 

25 6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 

dans laquelle la souche Streptococcus thermophilus est la souche 298-10 
deposee a la CNCM sous le numero 1-2312. 

7. Procede pour obtenir, lors de la fabrication de fromages ou de 
30 produits laitiers fermentes tels que des yaourts, une cinetique d'acidification 
substantiellement independante de la teneur du lait en ses composants, dans 
lequel on incorpore au lait au moins une souche Streptococcus thermophilus 
au moins partiellement, de preference totalement, incapable d'hydrolyser Puree. 
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8. Procede selon la revendication 7, dans lequel on incorpore au 
lait au moins une souche Streptococcus thermophilus mutante au moins 
partiellement, de preference totalement, incapable d'hydrolyser Puree, a un 
5 taux d'ensemencement inferieur au taux d'ensemencement utilise pour la 
souche Streptococcus thermophilus parentale capable d'hydrolyser Puree. 



99/0428 



1/14 



i. 5,5 



298-N 

298-M 

298-L 

298-K 

298-J 

298-I 

RD298 




6 8 10 
TEMPS (h) 



16 



FIG. 1A 



TEXEL 



99/0 



2/14 



298-3.9 

298-10 

298-3.3 

298-3.16 

298-3.17 

RD298 

7,0 



6,5 



6,0 



=£. 5,5 



5,0 



4.5 



4,0 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 

TEMPS (h) 



FIG. IB 




99 ,0428 





# 




99/0428 



5/14 



£ 5,5 



298-N 

298-M 

298-L 

298-K 

298-J 

298-I 

RD298 




6 8 10 12 14 16 
TEMPS (h) 



FIG.3A 



TEXEL 



99/0 



6/14 



298-3.9 

298-10 

298-3.3 

298-3.16 

298-3.17 

RD298 



7,0 




L 



99/0428 



7/14 



888-A 

888-B 

888-C 

888-D 

888-i 

888-2 

ST888 




5,0 



4,5 



40 I U l I I I l l I 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 

TEMPS (h) 



FIG.4A 



TEXEL 



99/0 



8/14 



888-2.6 

888-2.11 

888-2.9 

888-1.13 

888-1.8 

888-1.5 

ST888 



- 7,0 




9/U 



99/0428 



+ 5 mM uree 

+ 2 mM uree 

Temoin 




6 8 10 
TEMPS (h) 



14 16 



FIG.5A 



• TEXEL 



99/0 



10/14 



+ 5 mM ur6e 
+ 2 mM uree 
Temoin 



7,0 



6,5 



6,0 



£ 5,5 



5.0 



4,5 



4,0 







AAO "XT' 

298-K 
















I I J 


i i i 



6 8 10 12 14 16 
TEMPS (h) 



FIG.5B 




99/0428 



11/14 

+ 5 mM ur6e 

+ 2 mM uree 

Temoin 

7,0 
6,5 
6,0 
£ 5,5 
5,0 
4,5 
4,0 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 

TEMPS (h) 

FIG.5C 




* TEXEL 



99 10* 



12/14 



+ Nickel 
Temoin 




6 8 10 
TEMPS (h) 



12 14 16 



FIG. 6 A 



99/0428 



13/14 



+ Nickel 
Temoin 



7,0 | 

298-K 




5,0 - 
4,5 - 



0 2 4 6 8 10 12 14 16 

TEMPS (h) 



FIG.6B 



' TEX EL 



99/0 



14114 



+ Nickel 
Temoin 



i. 5,5 




0 2 4 



6 8 10 12 14 16 
TEMPS (h) 



FIG.6C 



